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Introduction : 


* Le deroulement rapide et efficace des reactions biochimiques 
doit se faire en presence de Biocatalyseurs. 


• Certaines proteines sont douees d’activite catalytique specifique ; 
il s’agit des enzymes. 

Ces dernieres occupent une place importante dans le 
metabolisme intermediate en assurant le deroulement ordonne 
et regule des processus physiologiques et maintenir leur 
homeostasie. 

L etude de la structure, des caracteristiques et de la cinetique des 
enzymes est indispensable pour la comprehension des activites 
enzymatiques. 
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Les enzymes : pour la plupart d’entre elles des 
proteines globulaires capables de catalyser des 
reactions chimiques (Biocatayseurs ) dans les 
conditions compatibles avec la vie ( T ,P et 
concentration) 

- Catalyseurs : agissent a faible concentration et 
augmentent les vitesses des reactions chimiques de 
plusieurs ordres de grandeur sans etre eux-memes 
modifies. 

- Biologiques : produits par la cellule . toutes les 
enzymes sont des proteines sauf les ribozymes (ARN 
catalytiques) 
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Generalites et Definitions 


Elies interviennent dans diverses reactions de 
degradation, ou de synthese. 


Exemple : 

Phosphorylase : fixe 1’acide phosphorique sur les 
sucres 
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Generalites et Definitions 


Isomerases : Transforment une molecule en son isomere 


Fhosphoglucosc Isom erase 

■^CHjOPOg 2 ^ 
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Generalites et Definitions 


Le substrat: molecule qui entre dans une reaction pour 
y etre transformee grace a Taction catalytique dune 

enzyme 
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6 e n e r a I i t4set"Defm!t i o n s 

❖ Le cofacteur : 

Certaines enzymes sont actives par elles memes, sans 
autres groupes fonctionnels ; 

D’autres au contraire necessitent la presence dun 
compose non proteique : Co-facteur 

Le co-facteur 

f~T 7 ~~i 

Un ion metallique Molecule organique 

Activateur (Fe +2 , Mg +2 ) Co-enzyme 
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Structure des enzymes 


Les enzymes sont des proteines globulaires, elles 

adoptent plusieurs 

degres d’organisation: 
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Structure des enzymes 


Structure primaire : la sequence en acides amines (AA) 
Structure secondaire : 

La sequence AA subit des repliements pour former des 

motifs (helices a et feuillet (5) 
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Structure des enzymes 


Structure tertiaire : 

Association de plusieurs motifs, donnant une forme 
spatiale a la proteine. 

Cette organisation entraine une localisation: 

Des AA polaires en surface externe 

Les AA non polaires vers l’interieur de la molecule 
(zone hydrophobe interne) 

C’est au niveau de cette zone que se situe le site actif 
dune enzyme 
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Structure des enzymes 

Pour qu’une enzyme soit fonctionnelle, il faut quelle 

adopte une structure tertiaire. 
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Structure des enzymes 


Structure quaternaire : 

Association de plusieurs chaines proteiques 

Une chaine : monomere 
Plusieurs chaines : oligomere 
Cette structure est adoptee par les enzymes regulatrices 
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Proprietes generates des enzymes 


Les enzymes possedent 
des caracteristiques 
qui les rendent 

uniques 
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Proprietes generates des enzymes 


- Proprietes d’un catalyseur chimique : 

U la vitesse dune reaction (mais ne provoque pas de 
reaction, ou rend possible une reaction qui ne Test pas sur 
le plan thermodynamique (AG <o )). 

jj, 1 energie d’activation. 

Se trouve intacte a la fin de la reaction. 

Au cours des reactions chimiques reversibles . le catalyseur 
accelere de la meme maniere les 2 vitesses de reaction 
evoluant simultanement en sens inverse. 

II ne modifie pas l ’equilibre final de la reaction 
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Proprieties generates 



des enzymes 


Toutes ces caracteristiques sont applicables aux enzymes, 
mais les enzymes sont plus efficaces que les catalyseurs 

Elies agissent a tres faible concentration 


Elies abaissent 1 energie d’activation dune maniere 

plus importante qu’un catalyseur 
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Proprietes generates des enzymes 


- Nature proteique : 

Toutes les enzymes sont des proteines sauf les ribozymes 
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Proprietes generates des enzymes 


- Specificite des enzymes : hautement specifiques, on 
distingue : 

Specificite de substrat : 

La specificite de substrat est variable, certaines enzymes 
ont une specificite absolue ; transformant un substrat 
unique en un produit unique 
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Proprietes generates 



des enzymes 


Exemple : 

Glucokinase : phosphoryle que le glucose 

D’autres ont une specificite plus large, transformant le 
substrat dune classe de substrat en autant de produits 

Hexo kinase : phosphoryle divers hexoses, dont le glucose 
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Proprietes generates des enzymes 


Specificite d’action : 

Une enzyme * Une seule reaction catalysee 

Kinases : Ne catalysent que les reactions de 
phosphorylation en presence d’ATP 

Decarboxylases : catalysent la decarboxylation des 
molecules contenant un groupement carboxyle 
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4- Regulation de leurs activites catalytique: 


L’activite dune enzyme est controlee par des modulateurs : 

Les activateurs augmentent l’activite. 

Les inhibiteurs la diminuent. 


Ajuster la vitesse globale d’un metabolisme aux besoins 

cellulaires 

• Exemple: 

La phosphofructokinase : activee par LAMP 

inhibee par 1ATP. 

Cette modulation active ou inhibe la glycolyse selon que 

la charge energetique est faible ou elevee. 
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Classification des enzymes 


La commission des enzymes et l’union internationale en 
biochimie a etablit une classification et une nomenclature 
systemique, comportant : 

• 6 classes 

Chacune subdivisee en sous classes 
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Classification des enzymes 


1) Oxydoreductase : oxydoreduction 

2) Transferase : simple transfert 

3) Hydrolase : hydrolyse 

4) Lyase : addition sur une double liaison 

5) Isomerase : inter conversion disomeres 

6) Ligase ou synthetase : creation de liaisons (C-C/ C-N / C-S) 
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Classification des enzymes 

A chaque enzyme est attribue un numero a 4 chiffres et un 
nom systematique qui identifie la reaction catalysee 

i er chiffre : Classe de l’enzyme 
2 e chiffre : sous classe de l’enzyme 
3 e chiffre : sous sous classe de 1’enzyme 
• 4 e chiffre : groupe 
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Classification des enzymes 



Glucose+ ATP ^ ADP+ Glucose 6 phosphate 


Enzyme : 


ATP glucose Phosphotransferase 

(2.7.1.1) 
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Classification des enzymes 

Cependant dune maniere generate, la denomination 
internationale dune enzyme comprend : 

• Nom du substrat 

Celui de la classe de l’enzyme 


Creatine+ATP Phosphocreatine+ ADP 

Enzyme : Creatine phosphotransferase 


Les enzymes qui catalysent le transfert de groupement 
phosphate sont appelees : Kinases — ► nom classique de 
l’enzyme : Creatine kinase 
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Classification des enzymes 


• Phosphatases : 

Les enzymes qui coupent le groupement phosphate 

Phosphorylases : 

Les enzymes qui hydrolysent les liaisons osidiques 
et assurent le transfert d’un groupement phosphate 
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Site actif des enzymes 


Les proteines enzymatiques interagissent avec d’autres 
molecules proteiques ou non proteiques ; ces molecules 
sont appelees ligands 

Le substrat est un ligand specifique des enzymes 

Les interactions entre enzyme et substrat font intervenir 
des liaisons non covalentes : 

Liaisons hydrogenes 

Liaisons de Van der waals 

Ces interactions sont des reactions spontanees, et ne 
necessitent aucune energie. 
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Site actif des enzymes 


Cette interaction fait intervenir : 

Un phenomene de reconnaissance tres specifique 

Un phenomene d’attraction 

Une proteine denaturee par la chaleur est incapable de 
reconnaitre son ligand ; 

L’activite enzymatique et la specificite des enzymes 
dependent de l’helicite et de la conformation spatiale de 
la proteine. 
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Site actif des enzymes 

Definition : 


Le site actif (SA) est une zone privilegiee, qui a la forme 
dune cavite, situe dans la zone interne hydrophobe de la 
proteine, 

au niveau de laquelle s’exerce electivement le pouvoir 
catalytique de l’enzyme. 
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Site actif des enzymes 


II est subdivise en 2 parties : 

Site de liaison, fixation, et reconnaissance : 

Reconnait la complementarite de forme avec un substrat 
specifique de l’enzyme 

• Site catalytique : 

Permet la reaction transformant le substrat en produit 
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Site actif des enzymes 


Substrat 

/ 

Site actif u\) 


Complete 

Enzyme-Substra' 




Produits 
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Site actif des enzymes 


comprend 3 types d’acides amines : 


1- Acides amines contributeurs : 

Permettent a la proteine enzymatique d’adopter une 
conformation spatiale pour que le ligand puisse s’y 
adapter. 


2- Acides amines auxiliaires : 

Assurent la mobilite des zones situees au voisinage du 
centre actif 
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Site actif des enzymes 


3- Acides amines de contact : 

Lieu de la reaction enzymatique 

Fait intervenir des groupements particuliers de ces AA de 
contact, qui interagissent avec un ou plusieurs 
groupements particuliers du substrat. 
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ecanisme d'action en 

et le substrat 


enzyme 


La reaction enzymatique fait appel a la fixation 
du substrat au niveau du SA. 

Le SA doit etre dans une conformation spatiale de telle 
sorte que le substrat puisse s’y fixer, il existe differents 
modeles 
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ecanisme d'action en 

et le substrat 


enzyme 


i- Modele de Fisher : Cle-serrure 


Dans ce modele, la formation du complexe 
enzyme-substrat ES necessite une interaction entre un ou 
plusieurs groupes fonctionnels ou domaines du substrat 
avec des motifs de la cavite enzymatique. 


Ce modele explique la specificite de l’enzyme pour son 
substrat, mais il n’explique pas l’effet des effecteurs 


Contact us on: 


facadml 6@gmail.com 


2015/2016 


published for NON-lucrative use 


www.la-faculte net 




ecanisme d'action en 

et le substrat 


Lock and Key Analogy 



□ 


key = substrate 



i i r 
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lock = enzyme 
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correct fit, 
will react 



incorrect substrate 


C. Ophanit, c. 2003 


no reaction 


enzyme 
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ecanisme d'action en 

et le substrat 


enzyme 


2- Modele de Koshland : Ajustement induit 

L’association enzyme-substrat est permise apres une 
modification de la conformation de l’enzyme induite par 
l’entree partielle du substrat. 
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ecanisme d'action en 

et le substrat 


enzyme 



Substrate 

+ 




Enzyme 



ES camp lex 
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La Cinetique enzymatique 

A 

Un substrat 
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^"'Definition de la cinetique 

enzymatique 


C est 1 etude de la vitesse maximale dune reaction 
catalysee par une enzyme et ses modifications en 
reponse aux changements des conditions 
environnementales (des conditions experimentales) 
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- — "Defi n i t i oTTSeTa'ci n et i que^ 

enzymatique 

Soit la reaction: 

E + S < > ES *■ P + E 
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Les diffle 




de la reaction 


enzymatique 


Concentration 



Phase 

Phase 

Phase 

Pre- stationnaire 
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^_--tes‘d iff er entes -pha se s-d eH a 

reaction enzymatique 


Differentes 

phases 

Pre-stationnaire 

Stationnaire 

Post-stationnaire 

Caracteri- 

stiques 

- Enzyme mise en 
presence dexces de 
substrat 

- Combinaison ES 
tres rapide 

-Enzyme saturee par le 
substrat 

- Combinaison ES est a 
concentration maximale 
Constante 

- Vitesse de la reaction 

est constante: 

Vitesse initiale 

(Reste constante tant que 
le substrat est a 
concentration saturante 
de lenzyme) 

- Diminution de S de 
maniere significative au 
bout dun temps plus au 
moins long selon 
lenzyme 
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es differentes p 
reaction enzymatique 


Notion d’ordre: 

Decrit les variations de la vitesse en fonction de la 
concentration des reactants 
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ifferentes p 
reaction enzymatique 


Forte concentration de S : La vitesse de la reaction est 

independante de la concentration en substrat: 
Reaction d’ordre o 

Faible concentration de S: La vitesse de la reaction est 

proportionnelle a la concentration en substrat: 

Reaction d’ordre 1 

Travailler en concentration saturante en substrat 
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reaction enzymatique 


S ’exprime par: 

-La quantite de substrat metabolise par unite de temps 


V= - dS / dt 


-Ou par la quantite de produit forme par unite de temps 

V= dP/dt 

( Dans les conditions optimales) 
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reaction enzymatique 



Phase I: vo = dP/dt 


Phase II : 

Inflexion de la droite par: 
-Epuisement du substrat 

- Inactivation de l’enzyme 

- Formation dune grande 
quantite de produits, 
susceptible de donner la 

T reaction inverse 

lemps 
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reaction enzymatique 


II est indispensable 

D etudier la vitesse initiate de reaction dans les conditions 

ou la 

[S] > [E] 

Si le temps de la reaction est tres court, la modification 
de [S] est negligeable, et [S] peut etre considere comme 

constante 
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Influence de la [Enzyme] sur la Vi 



Vi est proportionnelle 
a la [ E] dans un 
premier temps, puis 
elle demeure constante 
pour des 
concentrations 
enzymatiques plus 
elevees 


Variation de la vitesse initiate en fonction 
de la concentration du substrat 
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uence 


e la[Enzymi]^urTatProd u it] 


[P] 

[P3] 

[P>] 

[Pi] 


[E 3 ] 

[E2] [E3] > [E2 ]> [Ei] 

[Ei] 


[P 3 ]> [Pa]> [Pi] 



> 

Temps 
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uence de la concentration croissante 

du substrat 


[S 3 ]> [Sa]> [Si] 




T 


Temps 


K 


M 


(S| 


0 


La concentration du produit forme 

facadm16@gmail.com 


La vitesse initiale de la reaction 
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-^Influence deTa concentration 

croissante du substrat 

[S] est saturante 

L’enzyme est en pleine activite et tous les sites actifs 

sont satures 

En pratique, 

Determination d une activite enzymatique lorsque 

[S] est saturante (en exces) 
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Hypothese de Michaelis-Menten 



(Ki,K 2 et K3 = constantes de vitesse ) 


Formation du complexe ES : 

(Etape rapide et reversible) 


Dissociation du complexe ES : 


E + S 

Vi 

ES 

< 

V2 

7 


ES 

v 3 

_F + P 

— . — - . — 


Disparition de S 
Apparition de P 
■ Regeneration de E 
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L a constante de Michaelis:Km 

D’apres la loi d’action de masse: 

Vi = ki [E][S] (i) 

V2 = k2 [ES] (2) 

Vitesse d’apparition des produits: 

dP/dt= V3= k3 [ES] (3) 

La vitesse de disparition du substrat est egale a la 

vitesse d’apparition du produit 

- dS/dt = dP/dt (4) 

La vitesse de disparition du substrat 

- dS/dt= V1-V2 (5) 
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L a constante de Michaelis 

Vl-V2= V3 

Et selon (0,(2), (3), (4) et (5): 

ki [E][S]= (k2 + k 3 )[ES] 


k2 + k3 = [E][S] =Km 
Ki [ES] 


Km: constante de dissociation du complexe ES 

= constante de Michaelis 

Valeur de Km est d’autant plus elevee que la: 

- dissociation du complexe ES est forte 

- Et done que l’affinite de l’enzyme pour son substrat est 
faible 
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[Et] : Concentration de l’E presente dans le systeme 

[E]=[Et]-[ES] 

Km = fElfSl = (fEtl-rESl) fSl 

[ES] [ES] 

Km+ [S]= [Et] [S] [ES]= [Et] [S] 

[ES] Km+ [S] 

V= vitesse de la reaction enzymatique= V 3 
V= V 3 = k 3 [ES] 

V= k3 [Et] [S] 

Km+ [S] 
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[.equation de Michaelis 

La vitesse de la reaction depend de la: 
concentration en enzyme totale 
Concentration en substrat 
De la constante de Michaelis 

La vitesse est maximale lorsque [ES] sera la plus 
grande possible: 

Lorsque la totalite de l’enzyme sera combinee au 
substrat 

[Et] =[ES] — ► Vm=K3 [Et] 

V= Vm [S] 

Km+ [S] 
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nterpretation e 



i-V=Vmax/2= Vm [S] 


Km+ [S] 


Km= [S] lorsque la vitesse de la reaction est egale a la moitie de 
la vitesse max 


2- Quand la concentration initiale en substrat est tres superieure a Km 
(Km negligeable] 

I Vi =Vm = kcat[Et] 

(kcat est 1 ’efficacite catalytique) 


3 - Quand la concentration initiale en substrat est tres inferieure 

a Km ([S] negligeable) 

Vi =kcat /km.[Et][S] 
kcat/Km :1a constante de specificite 
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Interpretation et interets 


Km est fonction des constantes de vitesse de chacune des 
etapes de la catalyse: 

I<m= k2+l<3 

la 

Si k2>l<3 : dissociation de ES est plus rapide que la 
formation de E et P 

Km= l<2/ki= constante de dissociation Ks 

Km : mesure de la stabilite du complexe ES 

Km eleve: liaison faible 
Km faible : liaison forte 
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Interpretation et interets 
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= s -H'^lethoded^deterffitrratl5ffcie la 

constante de Michaelis 

l- Methode arithmetique: 


V= Vmax/2 Km= [S] 
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Methode de determination de 

constante de Michaelis 

2- Methode graphique de Line weaver et Burk: 
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^ Methode de determination de 

constante de Michaelis 

- Methode graphique d’Eadie Hofstee: 



v 
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enzymatiques 


Unite internationale: 


Quantite d’enzyme capable de catalyser la transformation 
dune micromole de substrat par min, dans des 
conditions optimales de mesure 

UI= p mol/min = Activite enzymatique= V max 

UI/ unite de volume 


Katal: Quantite d’enzyme qui catalyse la transformation 
dune mole de substrat par seconde. 
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Definition 


enzymatiques 


Activite specifique : 


Nombre de molecules de substrat transformees par min et 
par milligramme d’enzyme 

p mol/min UI 

mg de proteine — mg de proteine 

Mesure le degre de purete dune preparation enzymatique 
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enzymatiques 

Activite specifique moleculaire: 

Nombre de molecules de substrat transformees par min 
et par molecule d’enzyme 

p mol/min _ UI 

p mol de proteine p mol de proteine 
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enzymatique 

En cinetique: 

Do= e . C. 1 C= Do. 1/ e .i/l 


Activite enzymatique en UI /1 = 
A Do/ At . 1/ e . i/l . Vt/Ve .10 6 


At: temps de mesure en min 

e: coefficient d’absorption molaire (moKl.cm 1 ) 

1: trajet optique 

Vt: volume du melange reactionnel total ou se fait la mesure 
Ve : volume du milieu contenant l’enzyme a doser 
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Influence 

Des agents physiques 

et 

chimiques sur la cinetique 
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i- Influence de la temperature: 


2 effets sur la reaction enzymatique: 

Elle accelere la reaction en fournissant lenergie 
necessaire au franchissement de la barriere due a 
lenergie d’activation. 


Une temperature elevee fragilise les liaisons et rend la 
structure tertiaire instable, avec denaturation la proteine 

■ > II y aura diminution de l’activite catalytique 
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l- Influence de la temperature: 



Temperature 

L activite enzymatique augmente avec laugmentation de la 
temperature la T (linteraction entre l'enzyme et son substrat devient 
plus importante a forte temperature). 


A tres fortes temperatures la proteine se denature et perd done son 
activite enzymatique. 
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l- Influence de la temperature: 

- L'activite enzymatique augmente jusqu'a une 
temperature optimale puis diminue pour atteindre 
une activite nulle a de grandes temperatures. 


- A la temperature optimale l'activite enzymatique est 

la plus importante. 


- Cette temperature optimale varie dune enzyme a 
un autre. 
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2- Influence du pH: 

aux valeurs extremes: 
il denature la proteine en 
modifiant letat d’ionisation des 

it • a. 

chaines laterales des acides amines 


pKr* 20 


aux valeurs intermediates: 
il influe sur l’activite en modifiant 



10 11 


letat d’ionisation des chaines laterales des acides amines 
du site actif et du substrat 
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3" Force ionique: 

La presence d’ions dans le milieu reactionnel joue un role 
important: 


■ Certaines enzymes necessitent des activateurs (ions 
metallique). 


■ Solubilite maximale pour une concentration faible en 
sels neutres. 
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4- Effet des radiations: 

Les emissions radioactives a, |3, y, rayons X, et les neutrons 

Peuvent directement ou indirectement entrainer 
l’inactivation des enzymes: 

> Effet Direct: 

Ionisation des molecule 

> Effet Indirect: 

Ionisation du milieu reactionnel 

Formation de radicaux libres qui attaquent les enzymes 
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Definition d’un effecteur: 


Est tout corps chimique, mineral ou organique capable de 
modifier la cinetique des reactions enzymatiques 


II peut etre soit activateur ou inhibiteur 
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Activateurs enzymatiques 


Definition: 

Est tout agent chimique, qui par sa liaison 

avec l’enzyme 

accelere 

la vitesse de la reaction enzymatique 
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Act i vate ursenzymff i q u es 

l- Ions metalliques: 

- Se fixent par coordinance a des atomes d’oxygene du 
groupement COOH ou d’azote du groupement NH 2 des 
enzymes 

- Ils conferent une grande stabilite dans le site actif de 1’enzyme 

- L’ion metallique favorise: 

- Une bonne conformation de 1’enzyme 

- La fixation du substrat 

- Participe a la catalyse 

Exemple: Kinases activees par Mg +2 
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Activateurs enzymatiques 


- Activation des pro-enzymes inactifs: 

La plupart des enzymes proteolytiques sont synthetisees 
sous forme de precurseurs inactifs, 

Lelimination dune sequence d’acides amines le rend actif 
Trypsinogene *• Trypsine + Hexapeptide 
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Activateurs enzymatiques 

3- Activation par fixation covalente d’un groupement 
chimique: 


Par addition d’un groupement chimique, le plus souvent 
le phosphate 


Phosphorylase b inactive 


Phosphorylase a active 


Phosphorylation d’un 
residu seryl par une kinase: 
Phosphorylase b kinase 
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Les inhibiteurs enzymatiques 


Definition: 

Est tout effecteur, qui par sa liaison 

avec 1’enzyme 

ralentit 

la vitesse de la reaction enzymatique 

Interet: 

- Mecanisme essentiel de controle des systemes biologiques 

- Source d’information sur le mecanisme d’action des enzymes 
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inhibiteurs enzymatiques 


l- Les inhibiteurs irreversibles: 


- Se lient de fa^on irreversible avec l’enzyme 

- Agissent brutalement en denaturant 1’enzyme 


Exemple: 5 Fluoro-uracile utilise en chimiotherapie 
anti-cancereuse 

Inhibe la thymidilate synthase; enzyme qui intervient 
dans la synthese de la thymine (ADN)— * Arret de la 
multiplication des cellules tumorales. 
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enzymatiques 


- Les inhibiteurs reversibles: 

Perturbent la cinetique et peuvent stopper la reaction 

L’inhibition peut etre levee dans des conditions 
reactionnelles particulieres 

Ont un grand interet puisqu’ils permettent une etude tres 
fine des mecanismes moleculaire de la catalyse. 
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- Les inhibiteurs competitifs: 

Comportent une analogic structurale avec le substrat 

Entre en competition avec les molecules de substrat pour se 
Her au site actif 

Se lie de fa<;on reversible 

Diminue la vitesse de catalyse en abaissant 
la proportion de molecules d’enzyme bees au substrat 


A concentration elevee en substrat, le substrat entre en 
competition avec les molecules inhibitrices pour se lier au SA, 
et les deplaces des centres catalytique 
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a- Les inhibiteurs competitifs: 

E + S . kl ES — k3 > E+ P 

k2 

E + 1 < kl > El 

k2 

V app [ES]= Vdisp [ES] K2+K3 = [E]. [S]= Km 

Ki [ES] 

V app [EI]= Vdisp [El] K2’ = [E], [I ]= Ki 

Ki’ [El] 
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a- Les inhibiteurs competitifs: 

[EI]= [E]. [I] = [ES]. Km [I] = [ES]. [I]. Km 


Ki [S] 

[Etl= [E1+ [EI1+ [ES] 


Ki 


[S] 


[ES]. Km+ [ES] .[!]. Km+ [ES] 


[S] 

- [ES]. 


[S] 


Ki 


1 + Km + [I]. Km 


[S] 


[S]. Ki 



[Et] = [ES]. 

1 + Km . 

i + [I] ] 



[S] 

Ki 
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V = K3- [ES] / Vmax= K3. [E t] => K3 = Vmax 


[Etl 


v= 

V max [ ESI 



= V max . [S] 


1 + Km . 

r 1 + [i] 1 

1 


[S] + Km . 1 + [I] 


[S] ,j 

Ki 



Ki 


1 

= Km 

1 + 

[I] 1 

. 1 + 

1 

V 

Vmax 


Ki 

IS] 

Vmax 
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ibiteursrev 


a- Les inhibiteurs competitifs: 


Pente de la droite est 
multipliee par un facteur : 

1+ [I]/Ki 

V max non modifiee 


Inhibition competitive 



La constante de Michaelis est augmentee: 

Dissociation de ES est favorisee 
L’affinite de l’enzyme pour son substrat diminue 
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- Les inhibiteurs non competitifs: 

Se lient de fagon reversible a un site autre que le site actif 
II provoque une modification de la conformation de lenz 
L’enzyme peut se Her: 

- a l’inhibiteur seul 

- au substrat seul 

- a l’inhibiteur et au substrat a la fois 

L’enzyme est inactivee quand l’inhibiteur est lie, en presence 
ou non du substrat. 

L’effet de l’inhibiteur n’est pas inverse par l’augmentation 
de la concentration en substrat 
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Les inhibiteurs reversibles 

b- Les inhibiteurs non competitifs: 


L’inhibiteur diminue 
la concentration de l’enzyme active 

En 

Abaissant la vitesse maximale 
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Les inhibiteurs reversibles 


b- Les inhibiteurs non competitifs: 

Inhibition non-competitive 


Km inchangee 
V max est abaissee 



1 = Km . 1 
V V max [S] 




1 

Vmax 






Contact us on: 


facadml 6@gmail.com 


2015/2016 


Free database on 


www.la-faculte net 


published for NON-lucrative use 





c- Les inhibiteurs incompetitifs: 

L’inhibiteur ne se lie pas a l’enzyme libre, mais 
uniquement au complexe ES 


Pente non modifiee 

Km 

Vmax 


j_= Km 
v Jmax 





•UK 


-1 / K M app 


1 / K M app 



|l| = 2 K, 


in = k, 


|il = o 


perte = K m / 


1/1/ 

' ’ 'max 


1 / V w 

' v max 


1/[S] 


i + [I] 


Ki 
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Cinetique enzymatique 

a 

Deux substrats 
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Introduction 


L etude des mecanismes a 2 substrats, se fait par la 
generalisation des notions etablies pour les reactions 
a 1 substrat. 

Les enzymes adoptant ce model cinetique catalysent 
generalement un transfert de groupement G 

GX + Y En ^ me * X+ GY 

- GX : i er substrat - X: i er produit 

- Y: 2 e substrat - GY : 2 e produit 
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Introduction 


Cette cinetique a 2 substrats implique differents 
mecanismes, qui peuvent etre: 

■ Sequentiels : 

- Ordonnes 

- Aleatoires 

■ Ping pong 
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Mecanisme sequentiel 

(a complexe ternaire/ a transfert simple) 

Appellation due a la formation d’un complexe ternaire: 
[Enzyme-i er Substrat -2eme Substrat ] (E-GX-Y) 

La reaction est dite a transfert simple, car le groupement 
passe du substrat donneur (GX) au substrat accepteur (Y). 

Dans ces reactions tous les substrats doivent se fixer sur 
l’enzyme, avant qu’aucun produit ne soit libere. 

Selon l’existence d’un ordre precis de fixation des substrats, 
ou de liberation des produits, on distingue 2 mecanismes: 

• Bi-Bi aleatoire 

• Bi-Bi ordonne 
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Reaction type Bi-Bi aleatoire 


Aucun ordre n’est observe dans ce type de mecanismes 

la fixation des substrats se fera aleatoirement, il en 
est de meme pour la liberation des produits. 
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Reaction type Bi-Bi a!6atoire 


84000 


2 . 7 . 3.2 




Mg 


CH 


COO" 

4 Hi 9 



CH 


ADP 


ATP 





Ptx>sphocr6atlne 


Cndatlne 


- Catalyse le transfert d’un radical phosphoryl 

du substrat: phospho-creatine, vers 1 ’ ADP (co-enzyme 
transporteur) 

- L’affinite de l’enzyme pour ces 2 substrats etant voisine 
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Reaction type Bi-Bi ordonne 


- II y a fixation de 

1- SubstratA 

2- Puis Substrat B 


Donnant naissance a EAB 


La suite de la reaction conduit a la liberation de 

1- i er Produit P(Issu de B) 

2- ensuite 2 nd Produit Q (Issu de A) 
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L’enzyme n’a pas d’affinite pour le malate, si elle n’est 
pas prealablement associee au NAD + (co-enzyme ) 
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( a complexe binaire) 


Un ou plusieurs produits sont liberes par l’enzyme, avant 
que tous les substrats ne soient fixes . 

II y a formation d’un complexe binaire 


A 1 

3 B Q 


4 

L 

i 

i 

1 

i 

1 

t 


E 

EA - E’P 

E’ 

E’B - EQ 

E 
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-Reaction type Ping-pong 



1- Fixation du i er Substrat: L-Aspartate 

- Depart du (-NH2 )et sa fixation du PLP (co-enzyme) qui se transforme 
en phosphate de pyridoxamine 

2- Liberation du i er Produit: Oxalo-acetate 

3- Fixation du 2 eme substrat: a cetoglutarate 

- Transfert du groupement (-NH2) du phosphate de pyridoxamine vers 
l’a-cetoglurate 

4 - yfef ration du 2 eme pro^fei-glutamate 2015/2016 
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Introduction 



Regulation de l’activite enzymatique 


t 

Conditions locales 


l 

Modification structural de l’E 


X pH 

[S], co-facteurs 

Activateurs 

Inhibiteurs 


1 

Modification 

covalente 


it 


Modification 

non-covalente 


Irreversible 
Activation 
des pro-enzymes 


Reversible 

Phosphorylation 
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Definitions 


Allosterie: 

- Propriete de certaines proteines actives, qui peuvent 
changer de conformation, lorsqu’elles se lient a un 
effecteur allosterique en un site different du site actif. 

- Cette liaison se traduit par une modification de 
l’activite. 

Regulation allosterique: 

Mecanisme de modulation de l’activite de certaines 
enzymes, employe par la cellule pour controler le flux 
global d’une voie metabolique. 
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Definitions 


Enzymes allosterique : 

- Sont des oligomeres, formes par plusieurs sous unites 
appelees: Protomeres 

- Ont une structure quaternaire 

-Ils contiennent : 

- Plusieurs sites actifs identiques 
-Plusieurs sites allosteriques identiques 
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Definitions 


Cette regulation est definie par: 


l- L’effet allosterique: 


L’effets allosterique resulte des interactions indirectes 
entre sites de fixation distincts. 
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Les effecteurs allosteriques: 

Sont des ligands dont le site de fixation est different du 
site de fixation du substrat 


Molecule de substrat 

I , 

Effet allosterique 
homotrope 


Ligand 

~ 1 } 

Molecule differente 

I _ , , 

Effet allosterique 
heterotrope 
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- Les effecteurs allosteriques (suite): 


Dans un systeme multi-enzymatique, l’enzyme cle 
(catalysant letape d’engagement dune voie 
metabolique) est inhibee par le produit final de cette 
voie= Retro-controle 
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Definitions 


3- La transition allosterique: 

Enzyme allosterique: structure proteique avec au moins 
2 sites fonctionnels 

> Site actif: Substrat 

Site allosterique: Effecteur allosterique 



Site actif 


Activateu 

allostenqi 


Site allosterique 



Substrat 





INHIBITEUR ALLOSTERIQUE 
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Definitions 


- La transition allosterique (suite): 

Fixation de 1’effecteur allosterique 


Modification structurale discrete reversible au niveau de 

l’enzyme: Transition allosterique 


Modification de la conformation du SA 


Modification de l’activite de l’enzyme 
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3- La transition allosterique (suite): 

Modification des forces de liaisons qui associent les sous 
unites entre elles, mais sans aller jusqu a leur 
dissociation 


La molecule apparait soit dans un etat Tendu ou relache, 
qui differe par leur affinite au substrat 


T: Faible affinite pour 

S 

R: Forte affinite pour S 


Tendu <T) 



Oetendu (D) 
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4- La cooperativite: 

L’enzyme allosterique contient: 

- Plusieurs sites actifs identiques 

- Plusieurs sites allosteriques identiques 

Ces sites n’agissent pas de fa^on independante l’un par rapport 
a l’autre, mais au contraire ils montrent une cooperativite. 

La cooperativite la fixation d’un effecteur allosterique sur 

l’enzyme , influe sur la fixation du substrat. 
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Courbe sigmoide 

V= Vm. [S] n 
Kj/ 2 + [S] n 

V= Vmax/2 K l/2 = [S] 

n: nombre de site de 
liaison de substrat 
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2 modeles sont decrits: 


mes 



- Modele symetrique = concerte : 

Toutes sous unites sont soit en conformation T (absence 
du substrat), soit en conformation R (en presence du 
substrat) 

Chaque molecule de substrat qui se lie augmente la 
probability de transition de la forme inactive a la forme 
active 
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allosteriques 
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- Modele sequentiel: 


Contrairement au model precedent ou la transition T * R se 
fait en bloc ,11 y a 2 conformation, mais les sous unites passent 
de la forme inactive a la forme active individuellement 


La fixation de la molecule de substrat, induit la transition de la 
premiere s/u, ce qui facilite la transition de la s/u voisine et 
ainsi de suite 
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allosteriques 
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Les iso- enzymes 
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Definition 

Les iso-enzymes sont des formes differentes d une enzyme, 
catalysant la merae reaction biochimique. 

■ Variete moleculaire dune meme enzyme. 

■ Possedent une activite catalytique identique (catalysant la 
meme reaction biochimique). 

■ Different par certaines de leurs proprietes: 
-Physico-chimiques ( pH, mobilite electrophoretique, T ). 

- Cinetique (Km, Vmax). 

- Sensibilite a certains effecteurs (activateurs, inhibiteurs). 
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Cette difference est due a des variations au niveau de leur 
structures primaires (Sequence en Acides amines 
similaires mais non identique) 


Possede une repartition differente dans l’organisme 
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LDH: Lactate deshydrogenase 
Enzyme cytoplasmique presente dans de nombreux tissus 


o OH 

| LDH 

CH. — C— COOH ^ ^ CH^ — CH — COOH 

NADH NAD+ 

Pyruvate Lactate 
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LDH 


Structure: 

Tetramerique: association de 2 types de chaines peptidiques 

■ M muscle 

■ H: Coeur 
5 iso-enzymes: 

■ LDHi (H4): Cceur 

LDH2 (H3M1): erythrocytes 

LDH3 (H2M2): Leucocytes, rate , et ganglions 

LDH4 (H1M3): muscle uterin, poumon 

■ LDH5 (M4): Foie 
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La mesure de l’activite dune iso-enzyme renseigne sur 
letat du tissu dont elle est specifique 
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Applications diagnostiques 

et Pronostiques 


Enzymes 

Localisation 

Pathologies 

ASAT, ALAT 

Serique 

Hepatites virales 

PAL 

Serique 

Affections osseuses, 



hepatiques 

Lipase, amylase 

Serique 

Pancreatites 

CKMB 

Serique 

Infarctus du myocarde 

Hexosaminidases 

Leucocytes 

Tay sachs 

G6PD 

Erythrocyte 

Deficit hereditaire en 


G6PD 
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Application industrielle 


- Evaluer la qualite des aliments. 


- Verification des processus de sterilisation et de 
pasteurisation. 


- Synthese d’hormones, et de medicaments. 
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Application therapeutique 


- Utilisation des anti-metabolites en chimiotherapie 
anti-cancereuse (5 FU) 
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Application genetique 


- Utilisation des enzymes pour les reactions 
d’amplification in vitro 


- Utilisation des enzymes de restriction pour le diagnostic 
de certaines maladies genetiques 
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